血友病（hemophilia）是凝血因子缺乏导致的一类遗传性出血性疾病，包括血友病A（HA）和血友病B(HB)。HA表现为凝血因子Ⅷ（FⅧ）缺乏，约占全部血友病的80%，是由位于X染色体上的FⅧ（F8）基因突变导致FⅧ缺乏或功能缺陷而引起[@b1]。HB表现为凝血因子Ⅸ（FⅨ）缺乏，约占全部血友病患者的20%，由位于Ⅹ染色体上的FⅨ（F9）基因突变引起。根据患者血浆中FⅧ活性（FⅧ∶C），HA分为轻型（FⅧ∶C\>5%\~40%）、中间型（FⅧ∶C 1%\~5%）和重型（FⅧ∶C\<1%）。轻型和中间型HA患者症状比较轻微，而重型患者有明显的自发出血倾向，通常并发出血性滑膜炎，有致残风险[@b2]。目前，补充外源性FⅧ制剂（替代治疗）是重型HA的主要治疗方法。

HA作为单基因遗传病，治愈的唯一途径是基因疗法。第一代基因治疗是利用非病毒载体或改造过的病毒载体，将正常基因导入患者细胞，以取代或纠正致病基因。针对HA的第一代基因治疗已经在多种小型和大型动物模型中获得成功，然而临床试验尚未达到令人满意的疗效[@b3]--[@b5]。另外，载体随机整合到基因组后，或将激活致癌基因或失活抑癌基因，增加致癌风险。第二代基因治疗是利用基因编辑技术修复致病基因（原位修复）或在特定位点敲入正常基因（异位敲入）的靶向疗法和（或）基于患者来源的诱导多能干细胞（induced pluripotent stem cells, iPS细胞）的个体化疗法，其安全性较第一代基因疗法大大提高。我们综述HA基因治疗在过去20多年取得的主要进展，讨论目前面临的问题以及新技术突破对基因治疗领域带来的机遇。

一、第一代基因治疗

第一代基因治疗常用的病毒载体有重组腺相关病毒载体（recombinant adeno-associated viral，rAAV）、逆转录病毒载体（retrovirus，RV）和慢病毒载体（lentivirus，LV）等。

（一）rAAV

rAAV由三种衣壳蛋白（VP1、VP2和VP3）和编码目的基因的单链DNA组成，进入靶细胞后单链DNA转变成双链DNA，以游离形式稳定存在于细胞中。

在早期的HB基因治疗的研究中，通过直接肌肉注射将携带人F9基因的rAAV导入肌细胞的策略在小鼠和狗模型中获得成功[@b6]--[@b7]，但在临床试验中，FⅨ的表达却未达到治疗水平[@b8]。目前这一策略已被基本淘汰。后来，人们构建了肝细胞特异性增强子／启动子驱动表达的rAAV-F9基因载体，实现FⅨ在肝细胞中的特异性表达，通过肝动脉、门静脉或静脉注射治愈了HB鼠、狗和灵长类动物[@b9]--[@b11]，为临床试验奠定了基础。2010年，Nathwani等[@b12]采用免疫原性较低的rAAV8携带密码子优化的F9基因，在6例没有抑制物产生病史的HB患者中进行基因治疗，所有患者FⅨ的表达均达到治疗水平，且持续时间长达3年。这是目前为止临床试验中首次采用基因治疗成功治愈血友病的案例。

rAAV可携带4.5 kb左右的DNA序列，而F8基因cDNA全长为9 kb, B结构域缺失（BDD）-F8 cDNA为4.4 kb，加上启动子等表达调控元件后，超过rAAV的载荷极限，包装效率非常低，因而限制了rAAV在HA基因治疗中的应用。

（二）LV

LV是通过改造人类免疫缺陷病毒-1(HIV-1)构建而成，包装极限为10 kb左右，可转导分裂细胞和非分裂细胞。经三代改造后，LV的安全性已经大大提高；虽然整合到基因组中仍有插入突变的风险，但已有研究表明它倾向整合到良性位点[@b13]。因此，近年来人们试图利用这种载体将F8基因导入表皮细胞、造血干细胞（HSC）等来治疗HA。

1．利用内皮细胞表达FⅧ：新近研究报道，内皮细胞是表达FⅧ的主要、甚至是唯一部位[@b14]。因此，在内皮细胞中过表达FⅧ可能与生理过程最为接近。内皮细胞的最佳来源是外周血源内皮细胞（blood outgrowth endothelial cell，BOEC），这是一类在骨髓中产生然后进入外周循环的血管内皮祖细胞，表达CD31和CD34，可迁移到缺血部位并分化为血管内皮细胞，促进新血管生成[@b15]。

Matsui等[@b16]首先使用BOEC研究HA基因疗法。他们从外周血分离出BOEC，基因改造和扩增后，移植到小鼠皮下。移植当天和移植后4周内给予环磷酰胺抑制HA小鼠免疫反应，以控制抑制性抗体的产生。转基因BOEC分泌的FⅧ达到了治疗水平，但仅持续了27周，随着BOEC逐渐死亡或被机体清除，FⅧ降低到治疗前水平。为了提高移植后BOEC的存活率，Tatsumi等采用细胞层片技术（cell-sheet technology）在培养皿中培养单层BOEC，然后直接将单层BOEC移植到小鼠皮下。移植前短暂的免疫抑制处理有效控制了抑制物的产生。BOEC在小鼠皮下形成了血管组织，FⅧ持续高水平表达300 d以上[@b17]。这些结果表明，靶向内皮细胞的策略可以使FⅧ持续高水平表达。但是，在HA狗的试验中，免疫抑制剂未能有效控制抑制物的产生，HA狗对异源性FⅧ产生了广泛的免疫反应[@b18]。因此，在大型动物和人中如何有效控制免疫反应是该策略所面临的巨大挑战。

2．HSC/巨核细胞异位表达FⅧ：近30％的HA患者在长期输注FⅧ后会产生抑制物[@b19]。虽然通过免疫调控方法可以适当控制抑制物，但尚未完善，而且治疗费用昂贵。

近年来，Wilcox等开创了一种新的治疗方法：利用HSC基因治疗方法，使FⅧ在巨核细胞和血小板中异位表达。他们通过一系列体外实验表明，异源性FⅧ可在巨核细胞系中表达和储存，并且只有激动剂刺激后，FⅧ才能释放[@b20]--[@b21]。这一结果后来在HA小鼠体内实验中得到证实：血浆中FⅧ处于低水平，而血小板FⅧ处于高水平，血小板在损伤部位活化后释放储存于α颗粒中的FⅧ，使小鼠在实验性表皮出血试验中存活[@b22]。更重要的是，即使HA小鼠存在高滴度抑制物，在血小板异位表达的FⅧ也可使HA小鼠在剪尾试验中存活下来[@b23]--[@b24]。随后他们将导入F8基因的人HSC(F8-HSC)移植给免疫缺陷的HA小鼠，发现人源血小板比例大于2%的小鼠在剪尾试验中全部存活[@b25]。这些结果表明，不论有无抑制物，在巨核细胞中异位表达FⅧ可以有效地治疗HA。小鼠实验的成功促使人们进一步利用HA狗模型测试这一策略。首先动员HSC至外周血，采集外周血分离出HSC，利用慢病毒载体将BDD-hF8基因导入HSC并重新移植给HA狗，3只HA狗中有2只获得了良好的治疗效果，所有HA狗都没有对表达的人源FⅧ产生抑制物[@b26]。这项试验的成功提示该策略具有临床可行性。然而，移植HSC之前患者需要接受化疗以抑制骨髓中正常HSC，使移植的转基因HSC能够顺利归巢到骨髓中。由于目前替代治疗已经可以有效地控制血友病症状，而移植前预处理方案的不良反应使该方法难以通过监管部门的审批和患者接受。

综上所述，血友病的第一代基因治疗方案在动物实验和临床前试验中取得了积极的进展。但是，基于rAAV等非整合型载体的治疗方案的长期疗效有待进一步观察。使用整合型载体可以确保转基因的长期表达，但慢病毒等整合型载体将目的基因相对随机地插入到基因组中，有可能激活原癌基因或关闭抑癌基因的表达而引起癌变，因此具有很大的安全隐患[@b27]。随着基因编辑技术和iPS细胞技术的发展，个体化、靶向性基因治疗将成为治疗遗传性疾病新的强大工具，可望大大提高基因治疗的安全性和有效性。

二、第二代基因治疗

第二代基因治疗是利用靶向性DNA内切酶修复致病基因或在指定位点敲入正常基因的靶向疗法和（或）利用患者来源的iPS细胞的个体化疗法。基因编辑技术包括传统同源重组技术、锌指核酸酶（ZFN）、转录激活因子样效应蛋白核酸酶（TALEN）和Ⅱ型常间回文重复序列丛集及相关蛋白系统（CRISPR-Cas9）。iPS细胞可由患者外周血单个核细胞（PBMNC）重编程而来，在经过基因编辑以后，可定向分化成HSC、内皮细胞和肝细胞等用于治疗血友病。

（一）基因编辑技术

基因编辑技术始于二十世纪七十年代的DNA同源重组技术，原理是将模板导入细胞中，在内源性同源重组机制的作用下将目的DNA序列整合到指定位点。然而同源重组主要发生在G~2~期，因此只适用于分裂期细胞。另外，内源性同源重组效率低下，耗时耗力。但是，如果能够在DNA靶点制造双链DNA断裂，同源重组效率会增加1 000倍以上。因此，人们一直在寻找一种能够特异性地切断指定DNA片段的方法。近些年，相继出现的ZFN、TALEN和CRISPR-Cas9技术，给这一领域带来了革命性的发展[@b28]。前两种技术通过设计和组装可识别3个或1个DNA碱基的多肽功能结构域来靶向特定位点，然后利用结合的非特异性核酸内切酶（如FolkI）对识别位点进行切割，而CRISPR-Cas9技术利用一条短的向导RNA（sgRNA，约20 bp）识别DNA位点，利用Cas9蛋白对DNA位点进行切割，最终造成特定位点DNA双链断裂。然而，ZFN和TALEN技术的设计和组装复杂，费用高昂，限制了其应用，简单高效的CRISPR-Cas9技术已经引起人们的强烈关注。当用上述方法使DNA双链断裂后，细胞启动自身修复机制对DNA断裂部位进行修复。在没有模板的情况下，细胞通过非同源末端连接（non-homologous end joining，NHEJ）途径修复DNA双链断裂，可能引起移码突变，导致基因敲除。在有模板的情况下，细胞启动同源重组（homologous recombination，HR）修复，可将外源模板上的目的基因插入至切割位点，从而将目的基因定点敲入基因组。

CRISPR-Cas9技术经过一系列改良，敲入效率不断提高。Li等[@b29]通过提高转染效率、富集转染细胞、在目的基因下游整合筛选基因和优化模板设计，在小鼠ES细胞系中敲除效率提高到30%\~60%，敲入效率达4%，为CRISPR-Cas9系统在iPS细胞中的应用奠定了基础。进一步优化载体设计，比如在敲入模板两端插入sgRNA识别位点，细胞转染质粒后环状DNA被线性化，在未选择的中国仓鼠卵巢（CHO）细胞中敲入效率提高到6%[@b30]。利用类似方法，Byrne等[@b31]发现在人iPS细胞中敲入效率达到11%。新近报道还指出，添加小分子化合物抑制NEHJ途径可大大提高敲入效率[@b32]--[@b33]。

最初的研究发现，sgRNA可以容忍多达5个的错配，可引起与靶向效率相当的脱靶率，因此其安全性受到质疑[@b34]。然而最近的全基因组测序结果表明，在人多能干细胞系中CRISPR-Cas9引起的脱靶非常罕见[@b35]。Fu等[@b36]研究发现，当把sgRNA序列从20 bp降低为17或18 bp时，脱靶率降低数千倍。这一系列的研究表明，CRISPR-Cas9在未来的基因编辑等精准医学方面有广阔的应用前景。

利用基因编辑技术，既可以在原位修复致病基因，也可以将目的基因敲入指定位点，异位表达目的基因。原位修复致病基因的优点是利用了该基因天然的表达调控系统；F9基因变异多为点突变，原位修复点突变的效率可能较高。Li等[@b37]将人F9突变型（hF9mut，Y155stop）敲入小鼠ROSA26基因位点，然后与无鼠F9基因（mF9）的HB小鼠杂交，构建了既不表达hFⅨ、也不表达mFⅨ的F9mut/HB小鼠模型，随后在该模型中测试ZFN技术是否能原位修复hF9mut。他们将靶向hF9mut的ZFN和模板（F9：外显子2\~8）包装到AAV8载体中，通过腹腔注射植入2 d龄小鼠。4周后小鼠hFⅨ的表达水平稳定在正常水平的3%\~7%，即使切除部分肝脏后，其表达水平依然稳定。肝组织PCR鉴定表明，目的片段敲入到了指定位点。然而，原位修复有一些缺陷：①由于现在的基因编辑技术的敲入效率仍然较低，在原有表达调控序列的调控下，FⅧ/FⅨ可能达不到治疗水平；②原位修复需要针对致病基因的不同突变位点来设计不同的载体，不利于标准化，也增加了成本；③大多数HA患者是由1\~22外显子上的染色体倒位和移位所致，原位修复的模板较大会进一步降低敲入效率。

相较于原位修复，异位敲入目的基因不需要了解致病基因的变异情况，可选择表达水平高的基因位点，利用该基因的调控元件来提高目的基因的表达水平，使表达量提高数倍至数百倍。在血友病的治疗中，血清白蛋白（ALB）基因是一个有巨大应用价值的位点，因为ALB基因是肝细胞中表达量最高的基因。新近的报道证实了这一点。Barzel等[@b38]利用rAAV载体将F9基因感染到肝细胞中，成功将F9基因敲入小鼠Alb位点。虽然定量PCR测定F9基因的敲入率只有0.5%，FⅨ的表达量达到了血浆正常水平的7%\~20%，小鼠的凝血能力恢复正常。此外还发现，利用自发断裂多肽2A结构敲入的F9基因并不影响白蛋白的表达。另外，由于该策略没有使用外源性启动子，因此排除了外源启动子激活原癌基因的风险。

（二）iPS细胞

多能干细胞（胚胎干细胞和iPS细胞）可以在体外实现无限传代培养，理论上可提供足够的细胞进行治疗，同时可以分化为各种人体细胞，因此基于多能干细胞的治疗方案一直受到人们关注。

iPS细胞是利用病毒载体将4个转录因子（Oct4、Sox2、Klf4和Myc）转导入分化的体细胞中，使其重编程而得到的类似胚胎干细胞（ESC）的一种细胞类型[@b39]。iPS细胞来源于患者自身，不会产生免疫反应，为基因治疗提供了新的干细胞来源[@b40]。然而病毒诱导的iPS细胞具有插入突变、重编程基因再表达等潜在的问题。通过改良方法学，利用瞬转、非病毒载体、蛋白质转染、RNA转染等策略，iPS细胞的安全性已经大大提高[@b41]。此外，可诱导成iPS细胞的成体细胞来源非常广泛，包括皮肤细胞、尿液源肾上皮细胞和PBMNC等；其中，利用PBMNC诱导iPS细胞具有明显的优势：PBMNC累积突变少、来源丰富、容易获得、能够确保样本无菌，其微创性也使患者容易接受[@b42]--[@b43]。

iPS细胞个体化基因疗法的策略（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）：第一步：抽取患者外周血并分离出PBMNC，导入重编程基因后诱导为iPS细胞，并在体外培养和扩增；第二步：利用基因编辑技术修复致病基因或将目的基因敲入指定位点，并筛选出已修复的iPS细胞；第三步：将已修复的iPS细胞诱导分化为HSC、内皮细胞或肝细胞，检测分化细胞表型和目的基因表达；第四步：将分化细胞移植到患者体内，用于治疗血友病等单基因遗传性疾病。

![第二代血友病基因治疗示意图\
TALEN：转录激活因子样效应蛋白核酸酶；ZFN：锌指核酸酶；CRISPR-Cas9：Ⅱ型常间回文重复序列丛集及相关蛋白系统；iPS 细胞：诱导多能干细胞；HSC：造血干细胞](cjh-36-07-620-g001){#figure1}

Park等[@b44]利用一对TALEN使F8基因上一段长140 bp的片段倒置而产生HA-iPS细胞系，随后又利用同一对TALEN使异位的染色体恢复正常。另一种策略是将F8基因插入Alb位点、AAVS1安全岛位点（又名PPP1R2C位点）等指定位点。AAVS1位点位于人类第19号染色体上，该位点是一个开放的染色体结构，能保证转基因片段的高水平表达，最重要的是，在该位点插入外源基因片段对细胞无已知的副作用，是一个经过验证的"安全港"位点[@b45]。

体外修复iPS细胞的致病基因后，可将其诱导分化为HSC（巨核细胞和血小板的前体细胞）、内皮细胞和肝细胞，然后植入患者体内。Yakura等[@b46]利用可以稳定游离存在和携带大片段的人工染色体HAC载体，将PF4（血小板因子4）-F8表达元件导入HA小鼠来源的iPS细胞系中。当iPS细胞分化为巨核细胞／血小板后，可在PF4启动子的驱动下合成FⅧ。修复的iPS细胞也可诱导分化为在体外可以分泌FⅧ的内皮祖细胞和成熟的内皮细胞，将内皮祖细胞植入HA小鼠后，HA小鼠在剪尾试验中存活下来，其FⅧ表达水平在3个月内达到正常水平的8%\~12%[@b47]。另外，iPS细胞还可以向肝细胞诱导分化[@b48]，将肝细胞移植给患者可达到治疗目的。

综上所述，第二代基因疗法的靶向性和个体化大大提高了治疗的安全性，是未来基因疗法的趋势。然而，在治疗中，需要对iPS细胞的生产进行严格的质量控制；将iPS细胞诱导分化后需严格评估其干性是否完全消失，以避免畸胎瘤的产生。目前，这种个体化的基因疗法十分昂贵。因此，仍然有必要探索新的治疗方法。

三、利用Cas9-sgRNA和FⅧ的裸DNA快速高压注射实现在肝细胞中定点异位表达FⅧ

CRISPR-Cas9技术应用于基因敲入只有2年多的历史，敲入效率已经超过10%[@b31]。利用Cas9-sgRNA定点切割DNA以实现基因编辑的方法还处在高速发展之中，随着敲入效率的不断提高，可望直接修复原代细胞或实现体内基因敲入，而不需要通过iPS细胞途径。

作为一种非病毒载体，直接使用裸DNA的优点是：结构简单、易于构建和生产；可以反复注射而不会刺激机体产生抗体。目前，裸核酸直接注射作为一种研究方法已被越来越多地用于小鼠、狗、猪和灵长类动物实验中，也被用于杜氏肌营养不良等临床试验中[@b49]。

如前所述，在血友病的治疗中，肝细胞是一个非常重要的靶细胞，而利用裸DNA直接注射的方式可以快速简便地将F9或F8基因载体导入肝细胞中。在小鼠和大鼠模型中，尾静脉高压注射可高效地将目的基因导入肝细胞且对肝脏的损伤较小[@b50]，从而实现体内肝细胞的基因修饰。Xue等[@b51]将Cas9质粒和靶向抑癌基因Pten和p53的sgRNA质粒通过尾静脉高压注射导入肝细胞后，成功敲除了Pten和p53基因而诱发了肝癌。Yin等[@b52]也利用这种方法将靶向Fah基因的Cas9-sgRNA和DNA模板注射给络氨酸血症小鼠，纠正了肝细胞中的Fah突变，从而治愈了小鼠。在大型动物中，裸DNA高压注射也可成功转染肝细胞。Yoshino等[@b53]等优化了在猪模型中快速高压注射的方法：以5 ml/s的速度将150 ml含有3 mg DNA的缓冲液通过导管注射到肝脏的某一选定区域，不仅提高了基因转染效率，也降低了肝损伤。

四、结语

过去二十年的临床前试验和临床试验对血友病的基因治疗策略进行了不断扩展和改进，HB基因治疗已在临床试验获得了成功。虽然HA尚未在临床试验中达到理想的治疗效果，但在动物实验中积累的知识和经验表明，基因疗法治愈HA的目标是可以实现的。然而，现有的每种策略都有瓶颈问题亟待解决：第一，如何实现FⅧ的长期稳定表达；第二，如何有效避免机体对FⅧ产物产生抑制物；第三，如何避免病毒载体潜在的副作用。近年来iPS细胞和CRISPR-Cas9基因编辑技术取得了突破性进展，为血友病基因治疗开辟了新的研究方向。我们预计，HA等单基因病的安全高效的基因治疗方案在未来的10年内有望研发成功。
